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ABSTRAK 
Air asam tambang (AAT) dapat ditanggulangi dengan menggunakan sedimen sebagai 
sumber inokulum mikroba dalam mereduksi sulfat. Penelitian ini  bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh sedimen rawa dan sawah dalam peningkatan pH, penurunan kadar sufat dan jumlah 
mikroba  pada air asam tambang . Perubahan pH diukur dengan menggunakan pH meter, kadar 
sulfat diukur dengan metode titrasi dan total mikroba dihitung dengan metode SPC (standar 
plate count).  Hasil penelitian  menunjukkan bahwa  pemberian sedimen pada AAT dapat 
meningkatkan pH AAT dari 3 menjadi 6,263 pada sedimen rawa  dan menjadi  pH 6,557  
setelah 30 hari.  Pemberian sedimen juga  mampu menurunkan kadar sulfat dari 563,15 ppm 
menjadi 327,41 ppm pada sedimen  rawa dan menjadi  237,44 ppm pada hari ke-30. Penelitian 
ini juga  menunjukkan bahwa jumlah mikroba pada sedimen rawa meningkat dari 2x10
5
 sel/ml 
menjadi 37X10
5 
sel/ml dan  pada sedimen sawah juga meningkat dari 4,3X10
5
  sel/ml menjadi 
86X10
5 
sel/ml pada hari ke-20. 
Kata Kunci: Sedimen, Air Asam Tambang, Bakteri Pereduksi Sulfat 
ABSTRACT  
Acid mine drainage (AMD) can be overcome by using sediment as a source of 
microbial inoculums in reducing sulfate. The purpose of this study is to determine the 
effect of sediments wamps and paddyin pH increase, reduce  sulfate  level sand the 
number of microbes on acid mine drainage. The change in pH was measured by using a 
pH meter, sulfate content was measured by titration method and the total of microbial 
are calculated with SPC’s method(standard plate count). The results shows that the 
provision of sediment on AMD can increase the pH of 3 to 6,263 in swamp sediments 
and become pH 6,557 after 30 days. The Provisionof sediment also able to reduce the 
levels of sediment sulfates from 563,15 ppm to 327,41 ppm in the swamp sediment and 
be 237,44 ppm on day 30. This study also shows that the number of microbes in the 
swamp sediment was increase of 2 x 105 cells/ml to 37 x 105 cells/ml and the sediment 
paddy increased from 4,3 x 105 cells/ml to 86 x 105 cells/ml on day 20. 
Keywords: Sediments, Acid mine drainage, Sulfate Reducing Bacteria 
 
PENDAHULUAN 
 
Perkembangan industri 
pertambangan di Indonesia sangat pesat 
karena masih merupakan andalan bagi 
perekonomian nasional dan daerah. 
Pertambangan memberikan dampak 
berupa  peningkatan pendapatan bruto, 
peningkatan pendapatan masyarakat, 
penciptaan  lapangan kerja dan 
memberikan  kontribusi fiskal bagi 
pemerintah pusat maupun daerah. 
Beberapa tahun terakhir ini, Indonesia 
mulai menghadapi permasalahan  yakni 
timbulnya pencemaran  lingkungan 
terutama pada air sungai dan danau 
akibat dari berbagai jenis limbah yang 
dihasilkan dari kegiatan pertambangan  
berupa air tambang, limbah batuan, 
larutan sisa proses, tailing, sludge dan 
bijih sisa yang menjadi salah satu  
sumber pencemar pada air permukaan, 
air tanah dan udara. Selain itu dapat 
mengganggu kesehatan manusia  dan 
menyebabkan kerusakan  pada flora dan 
fauna (Fahruddin, 2010). 
Salah satu persoalan terbesar 
yang dihadapi industri adalah adanya air 
asam tambang (AAT) yang terbentuk  
karena terangkatnya mineral-mineral 
sulfida terutama pirit, yang kemudian 
langsung mengalir ke sungai, danau dan 
lingkungan akuatik lainnya. AAT 
memiliki pH yang sangat rendah dan 
mengandung  logam-logam yang 
bersifat toksik seperti Fe, Al, dan Mn. 
Air asam tambang perlu dikelola 
secara baik sehingga tidak  
membahayakan jika dialirkan ke 
lingkungan luar. Penanggulangan AAT 
dengan menggunakan senyawa kimia 
sangat tidak efisien, tidak ramah 
lingkungan  dan  biaya yang 
dikeluarkan sangat mahal (Hard dan 
Hinggis, 2004). Agar pengolahan 
limbah  berlangsung secara efektif dan 
ramah lingkungan  dapat dilakukan 
dengan pengolahan secara biologi 
dengan memanfaatkan organisme 
(Lewaru, et al., 2012). 
Metode biologi yang dapat 
digunakan adalah  bioremediasi dengan 
menggunakan mikroorganisme  dalam 
menanggulangi bahan pencemar untuk 
pemulihan lahan  dan perairan tercemar. 
Salah satu alternatif  bioremediasi 
adalah menggunakan bakteri pereduksi 
sulfat (BPS)  untuk mereduksi sulfat, 
disamping itu juga  mampu menurunkan 
konsentrasi  logam berat misalnya  besi, 
seng , tembaga  dan lain-lain. Bakteri 
pereduksi sulfat dapat diperoleh dari 
substrat-substrat berlumpur  seperti 
pada sedimen. Di dalam sedimen terjadi 
aktivitas  biokimia  akibat adanya 
aktivitas mikroba pada lingkungan 
tersebut, secara alami dapat  
melepaskan  kontaminan seperti logam 
sulfat. Cara ini dilakukan dalam 
bioreaktor yang tidak diinokulasikan  
lagi mikroba  dari luar karena secara 
alami  sudah ada mikroba didalammya  
dan menetap pada  sedimen  wetland. 
(May, 2007). Sedimen rawa  maupun 
sedimen sawah pada air asam tambang 
mampu meningkatkan pH air asam 
tambang, menurunkan kadar sulfat dan 
meningkatkan pertumbuhan bakteri 
pereduksi sulfat (BPS) sehingga dapat 
digunakan untuk penanggulangan 
pencemaran lingkungan akibat air asam 
tambang 
 
METODE PENELITIAN 
Alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah  alat gelas seperti 
cawan petri (Pyrex), Erlenmeyer 
(Pyrex), gelas ukur (Pyrex), botol 
pengencer, Bunsen, spoit, botol sampel, 
pH meter (Orion), inkubator (Haraeus), 
neraca ohaus (Ohaus), Oven (Heraeus), 
autoklaf (All American), mikroskop 
cahaya, object glass dan enkas. 
Bahan-bahan yang digunakan 
pada penelitian ini adalah sampel air 
asam tambang artifisial, sampel 
sedimen rawa yang diperoleh dari  
ekosistem rawa  dikawasan Antang 
Makassar dan sedimen sawah yang 
diperoleh di daerah persawahan Kab. 
Gowa, Media terdiri atas : Media 
Nutrient Agar (NA) (APHA,1985),  
dengan komposisi Beef 3 gr, pepton 5 
gr,  dan agar 15 gr/1000 ml; Medium 
SIM dengan komposisi 3 gr SIM dan 
100 ml akuades; medium TSIA  dengan 
komposisi 6,5 gr TSIA dan 100 ml 
akuades; Medium cair MR-VP  dengan 
komposisi 0,5 gr pepton, 0,5 glukosa 
dan 0,5 ml buffer fosfat). Bahan- bahan 
lain yaitu alkohol, H2O2, asam Sulfat 
(H2SO4), pewarna ungu Kristal, 
yodium,  etanol 95%, safranin, Larutan 
KOH (0,1 N), Na2SO4-HgO dan  
phenoltalein. 
 
Cara Kerja 
Sterilisasi Alat 
Semua alat-alat yang akan 
digunakan disterilkan terlebih dahulu, 
alat-alat gelas seperti erlenmeyer dan 
botol pengencer serta alat-alat plastik 
yang tidak tahan panas disterilkan dengan 
menggunakan autoklaf dengan suhu 1210 
C dengan tekanan 2 atm selama 15 menit. 
Sedangkan cawan petri disterilkan dengan 
menggunakan oven dengan suhu 1800 C 
selama 2 jam. 
Pengambilan Sampel Sedimen 
 Air Sedimen rawa  diambil di 
depan Perumnas Antang, Makassar dan 
sedimen  sawah diambil dari daerah 
persawahan Kabupaten Gowa  pada 
celupan  5-10 cm  kemudian 
dimasukkan ke dalam botol sampel 
yang selanjutnya dibawa ke 
laboratorium  untuk diperlakukan. 
Sedimen dimasukan dalam botol 
sampel, kemudian disimpan dalam 
lemari pendingin pada suhu 2
0
C. 
Kompos diperoleh dari penjual tanaman 
hias di Panaikang, Makassar. 
Karakterisasi Sedimen  
Sedimen rawa dan sawah yang 
digunakan dalam perlakuan, dilakukan 
karakterisasi yang dimaksudkan untuk 
mengetahui kondisi awal bagi proses 
reduksi sulfat AAT. Karbon organik total 
diukur dengan metode TOC meter (Sayoga, 
2007), kadar nitrogen total menggunakan 
Micro Kjehldahl (Sayoga, 2007), dan kadar 
fosfor total. 
Pembuatan Perlakuan 
 Pengolahan AAT dilakukan 
dengan menambahkan sedimen dengan 
perlakuan berikut: 
P1=  AAT  (80%)  +  sedimen rawa  
(10%) +  kompos  (10%)  
P2=  AAT  (80%) +  sedimen sawah  
(10%)  +  kompos  (10%) 
P3=  AAT  (100%) sebagai kontrol tanpa 
sedimen dan kompos 
 Sedimen dan kompos 
dimasukkan kedalam wadah perlakuan 
dan dimasukkan AAT 600 ml secara 
perlahan-lahan pada dinding wadah, 
kemudian wadah tersebut ditutup rapat. 
Wadah perlakuan diinkubasi  selama 30 
hari. Selama inkubasi, dilakukan 
pengamatan setiap 5 hari, pengamatan 
dimulai pada hari ke-0, parameter- 
parameter yang diamati adalah sebagai 
berikut: 
1. Reduksi sulfat  menggunakan 
metode titrasi (Greenberg et all, 
1985) 
2. Pengamatan kenaikan pH dengan 
pH meter (Greenberg et all, 1985) 
3. Jumlah total mikroorganisme 
menggunakan  metode Standar 
plate count (SPC) (Jutono, 1992) 
 
 
a. Pengukuran pH 
 Tahap-tahap pengukuran pH 
yaitu terlebih dahulu dilakukan kalibrasi 
pada pH meter  dengan  larutan buffer 
pH 7 kemudian diaktifkan hingga  stabil  
sekitar 15-30 menit. Elektroda 
kemudian dibilas dengan aquadest dan 
dikeringkan dengan kertas tisu. 
Selanjutnya elektroda dicelupkan  
beberapa saat  hingga diperoleh 
pembacaan yang stabil  kemudian hasil 
sampel  pH tersebut dicatat 
(Apriantono, 1989). 
b. Pengukuran kadar sulfat  
 Pengukuran kadar asam sulfat 
pada sampel air asam tambang 
dilakukan dengan metode Gravimetri:  
1. Dibuat larutan sulfat dengan 
menambahkan pelarut yang 
sesuai 
2. Selanjutnya larutan tersebut 
ditambahkan 0,3 mL HCl pekat 
dan BaCl2 setetes demi setetes 
sampai tetesan BaCl2 tidak 
menghasilkan endapan 
3. Larutan selanjutnya dipanaskan, 
kemudian ditambahkan BaCl2, 
penambahan dihentikan jika 
larutan tidak membentuk 
endapan lagi. 
4. Endapan dari hasil sebelumnya 
disaring menggunakan kertas 
waltman, endapan yang 
terbentuk dicuci menggunakan 
air panas hingga dapat 
dinyatakan bahwa semua sulfat 
telah mengendap. Untuk 
memastikan endapan bersih, 
maka ditambahkan larutan 
AgNO3 0,1 M pada filtrat 
hingga tidak terbentuk warna 
putih lagi (jernih). 
5. Endapan yang sudah disaring 
tersebut dimasukan kedalam 
cawan kemudian dipijarkan 130-
150
o
C  kemudian ditimbang 
6. Selanjutnya dilakukan 
perhitungan  
 
c. Menghitung total mikroba dengan 
metode standar plate count (SPC) 
a) Pengenceran, AAT diencerkan 
secara desimal  tergantung 
derajat kontaminasi bahan. 
b) Pembuatan media NA 
(APHA,1985), dengan 
komposisi : ekstrak beef  3 g, 
pepton 5 g dan agar-agar 15 
g/1000 ml. Bahan media 
dimasukkan  kedalam 
Erlenmeyer 1000 ml 
selanjutnya ditambahkan  
aquadest dan dihomogenkan 
diatas penangas air hingga  
larutan  homogen, selanjutnya  
media ditutup dengan kapas  
dan aluminium foil, kemudian 
disterilkan  dengan 
menggunakan autoklaf pada 
suhu 121
0
 C selama ± 15 menit. 
c) Penanaman, inkubasi dan 
perhitungan jumlah koloni. 
Diambil setiap 1 ml air asam 
tambang dengan pengenceran 
10
-4
, 10
-5
, 10
-6
 dimasukkan 
kedalam cawan petri kemudian 
medium NA dituangkan dan 
diratakan, media didiamkan  
hingga memadat selanjutnya 
diinkubasi selama 24 jam pada 
suhu 37
0
C, kemudian dihitung 
jumlah koloni mikroba yang 
tumbuh pada medium NA 
tersebut. Koloni yang 
menunjukkan karakteristik 
berbeda dipindahkan  ke media 
yang sama (NA) sampai 
diperoleh kultur murni. Koloni 
tunggal yang terbentuk 
kemudian diinokulasikan pada 
tabung reaksi yang berisi  
medium NA untuk stok bakteri 
murni. Kemudian dilakukan 
karakterisasi meliputi:  
 
1) Pengamatan Koloni Bakteri 
 Jenis koloni diamati berdasarkan  
bentuk koloni (shape colony), bentuk 
tepi (edge), warna (colour) dan 
bentuk permukaan (elevation) selama 
inkubasi . Koloni yang sudah diamati 
morfologinya kemudian 
diinokulasikan pada tabung reaksi 
yang berisi medium NA. 
2). Pewarnaan Gram 
  Bakteri dari isolat yang diuji 
dioleskan pada kaca objek. Olesan 
difiksasi secara hati–hati, selanjutnya 
diwarnai dengan pewarna ungu 
kristal (Cat A) selama satu menit lalu 
dibilas dengan akuades. Pewarnaan 
selanjutnya dengan yodium ( Cat B) 
selama satu menit sebelum dibilas 
dengan etanol 95% (Cat C) selama 
30 detik dan dibilas  kembali dengan  
akuades. Selanjutnya olesan diwarnai 
dengan safranin (Cat D) selama satu 
menit, kemudian kelebihan warna 
dibilas sebelum diamati di 
mikroskop 
3). Uji SIM (Sulfid Indol Motility) 
  Sebanyak 1 ose isolat diambil dari 
stok kemudian diinokulasikan pada 
medium SIM tegak dengan komposisi 3 
gr SIM dan 100 ml akuades. Selanjutnya 
diinkubasi pada temperatur 37
o
C selama 
2 x 24 jam.  
4). Uji TSIA (Triple Sugar Iron 
Agar)  
  Sebanyak  1 ose isolat bakteri 
diinokulasikan pada media agar 
miring TSIA dengan metode tusuk 
pada bagian butt  dan metode gores 
pada bagian slant. Selanjutnya 
diinkubasi selama 1X24 jam dan 
diamati perubahan warna yang 
terjadi. 
 
 
5). Uji MR (Methyl Red)  
Sebanyak 1 ose isolat diambil dari 
stok kemudian diinokulasikan pada 
medium cair MR-VP (0,5 gr pepton, 
0,5 glukosa dan 0,5 ml buffer fosfat). 
Selanjutnya diinkubasi selama 5 x 24 
jam pada temperatur 37
o
C. Setelah 
diinkubasi, Methyl-red ditambahkan 
sebanyak 5 tetes diatas preparat 
isolat bakteri.  
6). Uji VP (Voges Proskauer) 
 Medium cair MR-VP dimasukkan 
ke dalam tabung reaksi kemudian 
diinokulasikan dengan 1 ose (ose 
bulat) biakan dan diinkubasi pada 
temperatur 37
o
C selama 3x24 jam. 
Medium kemudian ditambahkan 0,2 
ml KOH 40% dan 0,6 ml alfanaftol 
lalu dikocok selama 30 detik. Hasil 
positif jika medium berubah menjadi 
warna lembayung. 
7). Uji Katalase 
  Sebanyak 1 ose kultur bakteri 
dicelupkan kedalam tabung reaksi 
yang berisi pereaksi H2O2. Diamati 
perubahan yang terjadi. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Karakterisasi Sedimen Rawa 
 Tujuan dilakukan karakterisasi 
terhadap sedimen rawa dan sawah  yaitu 
untuk mengetahui kondisi awal bagi 
proses reduksi sulfat AAT. 
Karakterisasi awal sedimen rawa yaitu 
berwarna hitam dengan kandungan 
karbon (C) sebanyak 36,25 %, nitrogen 
(N) sebanyak  0,31% dan fosfor (P) 
sebanyak 0,19%, sedangkan sedimen 
sawah berwarna coklat kehitaman 
dengan kandungan karbon (C) sebanyak  
32,42 %, nitrogen (N) sebanyak  0,26% 
dan fosfor (P)  sebanyak 0,22%. 
 
 
 
 
Nilai pH 
a. Sedimen Rawa 
 
 
Gambar 1. Nilai pH pada AAT dengan 
perlakuan sedimen Rawa 
 Gambar 1 menunjukkan  adanya 
peningkatan pH yang terus bertambah 
hingga akhir pengamatan. Nilai pH 
pada hari ke-0 menunjukkan nilai 3 
yang bersifat sangat asam dan terus 
mengalami peningkatan pada hari-hari 
selanjutnya hingga pada hari ke-30 
menunjukkan angka 6,263 sedangkan 
grafik kontrol, pada awal pengamatan 
hari ke-0 nilai pH adalah 3 hingga pada 
akhir pengamatan yaitu hari ke-30 nilai 
pH hanya mencapai 3,380 yaitu masih 
sangat asam. Peningkatan pH pada 
perlakuan sedimen rawa terjadi karena 
adanya aktivitas dari bakteri pereduksi 
sulfat (BPS) yang mereduksi sulfat 
menjadi sulfida. Peningkatan aktivitas 
bakteri ini juga sejalan dengan 
peningkatan jumlah mikroba yang terus 
melakukan pembelahan karena kondisi 
lingkungan yang mendukung 
pertumbuhannya (Suyasa, 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
b.Sedimen Sawah 
 
 
 
Gambar 2. Nilai pH pada AAT 
dengan perlakuan sedimen 
Sawah 
Pada gambar di atas 
menunjukkan  adanya peningkatan pH 
yang terus bertambah hingga akhir 
pengamatan yaitu hari ke-30. Nilai pH 
pada hari ke-0 menunjukkan nilai 3 
yang bersifat sangat asam hingga pada 
hari ke-30 menunjukkan angka 6,557 
sedangkan grafik kontrol pada awal 
pengamatan hari ke-0 nilai pH adalah 3 
hingga pada akhir pengamatan yaitu 
hari ke-30 nilai pH hanya mencapai 
3,380 yaitu masih sangat asam.  
Peningkatan pH pada perlakuan 
sedimen sawah terjadi karena adanya 
aktivitas dari bakteri pereduksi sulfat 
(BPS) yang mereduksi sulfat menjadi 
sulfida. Proses reduksi sulfat oleh 
kelompok BPS dihasilkan sulfida dan 
bikarbonat yang berpengaruh terhadap 
kenaikan pH, sulfida akan bereaksi 
dengan ion-ion logam terlarut untuk 
membentuk sulfida logam tak terlarut 
(Voordouw, 1995). 
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Pengukuran  Kadar Sulfat 
a. Sedimen Rawa 
 
 
 
Gambar 3. Kadar sulfat AAT dengan 
perlakuan sedimen rawa 
 
Kadar sulfat awal pada sedimen 
rawa adalah 563,15 ppm kemudian 
secara bertahap mengalami penurunan 
sampai pada hari ke-30 dengan kadar 
sulfat 327,41 ppm sedangkan pada 
sulfat kontrol tidak mengalami 
penurunan yang berarti yaitu hari ke-0  
sebanyak 563,15 ppm dan pada akhir 
pengamatan nilai kadar sulfat kontrol  
menjadi 547,00 ppm. Penurunan sulfat 
pada perlakuan sedimen rawa 
disebabkan oleh adanya kativitas bakteri 
pereduksi sulfat yang berasal dari 
sedimen tersebut. BPS dapat 
menggunakan sulfat sebagai akseptor 
elektron untuk aktivitas 
metabolismenya (Higgins et al., 2003).  
Karena sulfat menerima elektron 
maka senyawa ini akan mengalami 
reduksi menjadi sulfida sehingga 
konsentrasi sulfat mengalami 
penurunan.   
 
b. Sedimen Sawah 
 
 
 
Gambar 4. Kadar sulfat AAT dengan 
perlakuan sedimen Sawah 
 
Kadar sulfat awal pada sedimen 
sawah adalah 563,15 ppm kemudian 
secara bertahap mengalami penurunan 
sampai pada akhir inkubasi hari ke-30 
dengan kadar sulfat 237,44 ppm 
sedangkan pada sulfat kontrol tidak 
mengalami penurunan yang berarti yaitu 
hari ke-0 sebanyak  563,15 ppm dan 
pada akhir pengamatan nilai kadar 
sulfat kontrol  menjadi 547,00 ppm.  
Adanya penurunan kadar sulfat 
terjadi karena pada sedimen tersebut 
terdapat kelompok bakteri pereduksi 
sulfat yang disebut juga sulfidogen, 
dimana kelompok bakteri ini memiliki 
kemampuan untuk memindahkan 
elektron atau hidrogen pada sulfat yang 
berperan sebagai akseptor elektron. Dari 
proses reaksi redoks yang terjadi, sulfat 
tereduksi menjadi sulfida. Produk utama 
dari reduksi sulfat tergantung pada 
subtrat yang dipakai. Jika sutrat sebagai 
donor elektron yang dipakai hidrogen, 
maka produknya adalah hidrogen 
sulfida. Bila bahan-bahan organik 
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sederhana terutama laktat sebagai donor 
elektron maka produknya adalah sulfide 
(Schlegel, 1994). Berdasarkan hasil 
pengamatan yang dilakukan 
menunjukkan bahwa penurunan kadar 
sulfat seiring dengan peningkatan nilai 
pH dan peningkatan jumlah total 
mikroba (Suyasa, 2002). Meningkatnya 
jumlah mikroba menyebabkan reduksi 
sulfat semakin meningkat sehingga 
menurunkan konsentrasi sulfat yang 
akan menyebabkan pH semakin 
meningkat. 
 
Total Mikroba 
a. Sedimen Rawa 
Hasil perhitungan jumlah bakteri 
dengan metode SPC yaitu untuk hari 
ke-0 jumlah bakteri yaitu 2x10
5
 sel/ml 
pada perlakuan sedimen rawa dan 
1,7x10
5 
pada perlakuan kontrol. Untuk 
pengamatan pada hari ke-5 jumlah 
bakteri yaitu 1,4x10
5 
sel/ml  pada 
perlakuan rawa dan 0,5x10
5 
sel/ml pada 
perlakuan kontrol. Pada pengamatan 
hari ke-10 didapatkan 3,2x10
5 
sel/ml 
pada perlakuan sedimen rawa dan 
0,2X10
5 
sel/ml pada perlakuan kontrol. 
Pengamatan hari ke-15 didapatkan 
jumlah bakteri yaitu 16,6x10
5 
sel/ml 
pada perlakuan sedimen rawa  pada 
perlakuan kontol sampai pada 
pengamatan hari ke 30 tidak didapatkan 
lagi bakteri yang tumbuh. Pada 
pengamatan hari ke-20 jumlah bakteri 
pada sedimen rawa  37,0 x10
5 
sel/ml, 
pada hari ke-25 sebanyak  23,6 x10
5 
sel/ml dan hari ke-30 sebanyak 
13,3x10
5 
sel/ml. 
 
 
Gambar 6. Total mikroba pada AAT 
dengan perlakuan sedimen  rawa 
 
b. Sedimen Sawah 
 Perubahan jumlah mikroba pada 
perlakuan sedimen sawah yang 
diinkubasi selama 30 hari dengan 
perhitungan total mikroba setiap 5 hari 
seperti terlihat pada Gambar 7. 
 
 
Gambar 7. Total Mikroba dengan 
Perlakuan Sedimen  Sawah 
 
Hasil perhitungan jumlah bakteri pada 
sedimen sawah  yaitu untuk hari  ke-0 
jumlah bakteri yaitu 4,3X10
5
 sel/ml 
pada  perlakuan sedimen sawah dan 
1,7X10
5 
pada perlakuan kontrol. Untuk 
pengamatan pada hari ke-5 jumlah 
bakteri yaitu 3,2X10
5 
sel/ml  pada 
perlakuan sedimen  sawah dan sebanyak  
0,5X10
5 
sel/ml pada perlakuan kontrol. 
Pada pengamatan hari ke-10 didapatkan 
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8,4X10
5 
sel/ml pada perlakuan sedimen 
sawah dan sebanyak 0,2X10
5 
sel/ml 
pada perlakuan kontrol. Pengamatan 
hari ke-15 didapatkan jumlah bakteri 
yaitu 22,4X10
5 
sel/ml pada perlakuan 
sedimen sawah   pada perlakuan kontrol 
sampai pada pengamatan hari ke 30 
tidak didapatkan lagi bakteri yang 
tumbuh. Pada pengamatan hari ke-20 
jumlah bakteri pada sedimen sawah 
yaitu 86X10
5 
sel/ml, hari ke-25 
sebanyak   45X10
5 
sel/ml dan hari ke-30 
sebanyak  16,3.X10
5 
sel/ml. 
  Pada awal pengamatan  pada 
sedinen rawa dan sawah yaitu hari ke-0 
hingga hari ke-5 terlihat jumlah 
mikroba masih sedikit bahkan 
jumlahnya menurun disebabkan oleh 
beberapa jenis mikroba yang tidak 
mampu bertahan hidup pada kondisi 
yang sangat asam sehingga jumlah total 
mikroba cenderung turun sampai pada 
hari ke-10 pada perlakuan sedimen 
sawah mikroba berada pada fase lag 
atau disebut juga fase adaptasi dimana 
mikroba-mikroba pada kondisi ini 
melakukan adaptasi terhadap kondisi 
lingkungan sehingga dapat bertahan 
hidup. Pada hari ke-15 pada perlakuan 
sedimen sawah memperlihatkan grafik 
terus meningkat tajam  hingga hari ke-
20 dimana pada fase ini disebut fase 
eksponensial. Mikroba yang telah 
mampu beradaptasi  akan 
memanfaatkan sumber nutrisi yang ada 
dengan sebaik-baiknya untuk terus 
membelah  sehingga jumlah sel semakin 
meningkat tetapi pada hari ke-25 grafik 
kembali menunjukkan adanya 
penurunan dimana fase ini merupakan 
fase kematian yang terjadi akibat nutrisi 
dalam bioreaktor mulai habis. Sel 
bertambah dengan pesat hanya dengan 
membelah diri pada lingkungan yang 
mendukungnya. Pada perhitungan total 
mikroba yang dilakuakn terlihat bahwa 
total mikroba pada sedimen sawah lebih 
besar dibandingkan sedimen rawa. 
 
Pengamatan koloni Bakteri 
Pengamatan morfologi bakteri secara 
makroskopik pada sampel AAT dengan 
perlakuan sedimen rawa dan sawah 
dilakukan setiap 5 hari selama 30 hari. 
Didapatkan isolat bakteri sebanyak 8 
isolat pada sedimen rawa dan 5 isolat 
pada sedimen sawah yang menunjukkan 
karakteristik yang berbeda berdasarkan 
warna, tepi, bentuk koloni dan elevasi. 
Hasil pengamatan terlihat seperti pada 
Tabel 2.  
 
 
Isolat 
Ciri Koloni 
Bentuk Warna Tepi Elevasi 
1R Irregular Putih Undulate Flat 
2R Circulair 
Kuning 
Muda 
Entire Flat 
3R Circulair Putih susu Entire Flat 
4R Circulair Kuning Entire Flat 
5R Circulair 
Putih 
kecoklatan 
Entire Convex 
s6R Irregular 
Kuning 
Tua 
Entire Flat 
7R Circulair Putih Entire Flat 
8R Circulair Hitam Undulate Flat 
1S Circulair 
Kuning 
tua 
Entire Flat 
2S Circilair 
Kuning 
muda 
Entire Flat 
3S Irregular Putih Undulate Flat 
4S Circulair Putih susu Entire Convex 
5S Circulair Kuning Undulate Flat 
  
  Berdasarkan hasil pengamatan 
morfologi secara makroskopik pada 
medium Nutrient Agar (NA) cawan dari 
8 isolat bakteri dengan perlakuan 
sedimen rawa memiliki warna koloni 
yang berbeda-beda pada isolat 1R, 7R 
dan 3S berwarna putih, isolat 2R dan 2S 
berwarna kuning mudah, isolat 3R dan 
4S berwarna putih susu, isolat 4R dan 
5S berwarna kuning, isolat 5R berwarna 
putih kecoklatan, isolat 6R dan 1S 
berwarna kuning tua dan isolat 8R 
berwarna hitam. Bentuk koloni yang 
diamati juga  berbeda-beda pada isolat 
1R, 6R dan 3S berbentuk irreguler 
(tidak beraturan) sedangkan isolat 2R, 
3R, 4R, 5R, 7R, 8R, 1S, 2S, 4S dan 5S 
berbentuk circulair (bulat). Untuk tepi 
koloni juga berbeda- beda yaitu pada 
isolat 1R, 8R, 3S dan 5S  memiliki tepi 
koloni undulate dan isolat 2R, 3R, 4R, 
5R, 6R, 7R, 1S, 2S dan 4S berbentuk 
entire. Elevasi dari koloni yang diamati 
juga menunjukkan perbedaan antara 
isolat, isolat1R, 2R, 3R, 4R, 6r, 7R, 8R, 
1S, 2S, 3S dan 5S yaitu flat (rata) dan 
isolat 5R dan 4S  memiliki elevasi 
convex (cembung).  
 Adanya perbedaan bentuk 
pertumbuhan menunjukkan bahwa 
isolat pada medium NA cawan 
merupakan jenis bakteri yang berbeda, 
dimana ciri-ciri masing-masing koloni 
merupakan salah satu cara untuk 
mengidentifikasi bakteri. 
Karakterisasi Bakteri  
Pewarnaan Gram 
Pewarnaan gram dilakukan 
untuk melihat morfologi sel secara 
mikroskopik pada isolat. Hasil 
pewarnaan gram pada isolat sedimen 
rawa dan sawah dapat dilihat pada 
Tabel 3. Dari kedelapan isolat pada 
sedimen rawa yang diamati dibawah 
mikroskop terlihat isolat 1R, 5R dan 8R 
berbentuk coccus (bulat) gram positif, 
isolat 2R dan 4R berbentuk coccus 
(bulat)  gram negatif, isolat 3R 
berbentuk basil (batang) gram positif 
dan isolat 6R dan 7R berbentuk basil 
(batang) gram negatif. Isolat pada 
sedimen sawah yang diamati dibawah 
mikroskop terlihat bahwa isolat 1S dan 
5S berbentuk basil (batang) gram 
negatif, isolat 2S berbentuk coccus 
(bulat)  gram positif, isolat 3S dan 4S 
berbentuk basil (batang) gram positif 
dan isoltat 5S berbentuk basil (batang) 
gram negatif. 
Tabel 3. Hasil Pengamatan 
pengecatan gram pada sedimen rawa 
dan sawah 
 
Isolat 
Pengamatan 
Bentuk Warna Gram 
1R Coccus Ungu Positif 
2R Coccus Merah Negatif 
3R Basil Ungu Positif 
4R Coccus Merah Negatif 
5R Coccus Ungu Positif 
6R Basil Merah Negatif 
7R Basil Merah Negatif 
8R Coccus Ungu Positif 
1S Basil Merah Negatif 
2S Coccus Ungu Positif 
3S Basil Ungu Positif 
4S Basil Ungu Positif 
5S Basil Merah Negatif 
Uji SIM (Sulfid Indol Motility) 
Pada pengamatan yang 
dilakukan dikeketahui bahwa isolat 1R, 
2R, 5R , 7R, 1S, 2S dan 3S  bersifat 
motil, hal ini ditandai dengan adanya 
rambatan-rambatan  disekitar bekas 
tusukan jarum ose. Isolat 3R, 4R, 6R, 
8R, 4S dan 5S bersifat non motil hal ini 
ditandai dengan tidak adanya rambatan-
rambatan disekitar jarum ose. Hasil 
pengamatan Uji SIM pada isolat 
sedimen rawa dapat dilihat pada 
Gambar 8. 
  
Gambar 8. Hasil  Uji SIM pada isolat 
sedimen rawa dan sawah 
IV.5.3 Uji TSIA (Triple Sugar Iron 
Agar) 
Tabel 5. Hasil pengamatan uji TSIA 
isolat sedimen Rawa  dan Sawah 
 
Isolat 
Pengamatan 
Slant Butt Gas H2S 
1R Kuning Kuning - - 
2R Merah  Kuning - - 
3R Merah Kuning - - 
4R Merah Kuning - - 
5R Merah Kuning - - 
6R Merah Kuning - - 
7R Merah kuning  - - 
8R Merah Kuning + + 
1S Merah Kuning - - 
2S Merah Kuning + + 
3S Merah Kuning - - 
4S Merah Kuning - - 
5S Merah Kuning +   + 
Seperti yang terlihat pada Tabel 
5 menunjukkan bahwa isolat 1R  pada 
bagian slant berwarna kuning dan pada 
bagian butt berwarna kuning yang 
menandakan bahwa isolat tersebut  
dapat memfermentasi glukosa, laktosa 
dan atau sukrosa karena laktosa dan 
sukrosa memiliki konsentrasi yang 
tinggi sehingga dapat dimanfaatkan 
untuk substrat fermentasi lanjutan (jika 
glukosa habis) menghasilkan asam yang 
ditandai warna kuning setelah inkubasi  
selama 24 jam. Hasil pengamatan juga 
menunjukkan bahwa isolat tersebut 
tidak menghasilkan gas dan H2S hal ini 
dapat terlihat dari tidak terdapatnya 
endapan hitam pada media yang 
menandakan  H2S tidak terbentuk dan 
juga tidak adanya rongga pada bagian 
bawah yang menandakan gas tidak 
terbentuk. 
Isolat 2R, 3R, 4R, 5R, 6R, 
7R,8R, 1S, 2S, 3S, 4S dan 5S pada 
bagian slant (agar miring) berwarna 
merah dan pada  bagian butt (agar 
tegak) berwarna kuning yang 
menadakan bahwa isolat tersebut hanya 
memfermentasikan glukosa sedangkan 
fermentasi laktosa dan sukrosa tidak 
terjadi. 
Uji MR (Methyl Red) 
Dari hasil pengamatan setelah 
biakan yang diinkubasi selama 5 hari 
ditetesi Methyl Red  terlihat pada 
Gambar 11 menunjukkan bahwa isolat 
1R, 2R, dan 8R positif terhadap uji MR 
(Methyl Red), hasil positif ditandai 
dengan berubahnya warna medium 
menjadi kemerah-merahan yang berarti 
mikroba yang ada pada biakan dapat 
memfermentasikan asam campuran 
seperti asam laktat, asam asetat, asam 
suksinat dan asam format. Isolat 3R, 
4R, 5R, 6R, 7R, 1S, 2S, 3S, 4S dan 5S 
tidak menunjukkan perubahan warna 
meskipun telah ditambahkan larutan 
indikator. Hal ini menunjukkan bahwa 
isolat tersebut negatif terhadap uji MR 
yang berarti mikroba yang ada pada 
biakan tidak mampu memfermentasikan 
asam campuran 
 
Gambar 10. Hasil Pengamatan Uji MR 
(Methyl Red)  
Warna merah (+) dan warna kuning (-)  
 
Uji VP (Voges-Proskauer) 
Pada Gambar 11 menunjukkan 
hasil pengamatan uji VP.  Hasil yang 
diperoleh bahwa isolat 1R, 2R, 3R, 4R, 
+ 
- 
-
- 
5R, 6R, 7R, 1S, 2S, 3S, 4S dan 5S  
positif terhadap uji VP. Hal ini terlihat 
dengan berubahnya warna medium 
setelah ditambahkan larutan indikator 
KOH 40% dan α-naftol 5%. Dengan 
hasil yang diperoleh ini maka dapat 
dikatakan bahwa isolat menghasilkan 
2,3 butanadiol dan asetoin. Isolat 8R 
menunjukkan bahwa isolat tersebut 
negatif terhadap uji VP, hal ini terlihat 
dengan tidak berubahnya warna 
medium setelah ditambahkan larutan 
indikator yang berarti bahwa isolat 
tersebut tidak menghasilkan 2,3 
butanodiol ataupun asetoin, jika ada 
jumlahnya tidak mencukupi sehingga 
tidak bisa mengubah warna medium 
setelah ditambahkan larutan indikator.  
Penambahan 40% KOH dan 5% larutan 
α-naftol dalam etanol dapat menentukan 
adanya asetoin (asetilmetilkarbinol) 
yakni suatu senyawa awal dalam 
sintesis 2,3-butanadiol. Pada 
penambahan KOH, adanya asetoin 
ditunjuukkan oleh perubahan warna 
menjadi merah muda. Perubahan ini 
diperjelas dengan penambahan larutan 
α-naftol. Perubahan warna lebih jelas 
pada bagian yang berhubungan dengan 
udara , karena sebagian 2,3 butanadiol 
dioksidasikan kembali menjadi asetoin 
sehingga memperjelas hasil reaksi 
Uji Katalase 
Uji katalase digunakan untuk 
mengetahui aktivitas katalase pada 
bakteri yang diuji. Kebanyakan bakteri 
memproduksi enzim katalase yang 
dapat memecah H2O2 dan O2. Hasil uji  
katalase pada Gambar 12 menunjukkan 
bahwa isolat 1R, 3R, 4R, 5R, 3S dan 4S  
negatif terhadap uji katalase. Hal ini 
dibuktikan dengan tidak terbentuknya 
gelembung udara (O2) pada saat isolat 
dimasukkkan kedalam H2O2  yang 
berarti isolat tersebut tidak mampu 
memecah  H2O2   karena isolat tersebut 
tidak memiliki enzim katalase. 
Isolat 2R, 6R, 7R, 8R, 1S, 2S dan 5S   
positif terhadap uji katalase. Hal ini 
dibuktikan dengan terbentuknya 
gelembung udara pada saat isolate 
dicelupkan kedalam H2O2   yang berarti 
isolate tersebut dapat memecah H2O2 
menjadi H2O dan O2. 
 
 
Gambar 12. Hasil pengamatan uji 
Katalase pada isolat sedimen rawa dan 
sawah 
 
PENUTUP 
 Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian 
pemggunaan sedimen rawa dan sawah 
sebagai sumber inokulum dalam 
mereduksi sulfat pada air asam tambang 
(AAT) dapat disimpulkan bahwa: 
1. Pemberian sedimen rawa dan 
sawah mampu meningkatkan pH 
pada AAT dalam waktu 30 hari 
dari pH awal 3 menjadi pH 
6,263 pada sedimen  rawa dan 
pH 6,557 pada sedimen sawah. 
2. Pemberian sedimen rawa dan 
sawah dapat menurunkan 
konsentrasi sulfat pada AAT 
dalam waktu 30 hari dari kadar 
awal 563,15 ppm menjadi 
327,41 ppm pada sedimen rawa 
dan 237,44 ppm pada sedimen 
sawah 
3. Pemberian sedimen pada AAT 
meningkatkan jumlah populasi 
bakteri  yang diinkubasi selama 
30 hari dan menunjukkan 
pertumbuhan optimal pada hari 
ke-20 yaitu 37x10
5 
sel/ml  pada 
sedimen rawa dan 86x10
5 
sel/ml 
pada sedimen sawah. Pada AAT 
dengan penambahan sedimen  
didapatkan 8 isolat bakteri pada 
perlakuan sedimen rawa dan  5 
isolat bakteri pada perlakuan  
sedimen sawah. Hasil 
karakterisasi secara morfologi 
dan sel serta uji-uji biokimia 
menunjukkan karakteristik yang 
berbeda pada setiap isolat 
bakteri. 
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